



Lactobacillus plantarum D2905	株による	Caco-2 
細胞からの	elafin 分泌促進作用に関する研究	
 
Lactobacillus plantarum D2905 induces elafin 
secretion from Caco-2 cells. 
 


















第１章	Caco-2 細胞から elafin 分泌を促進させる Lactobacillus 
plantarum D2905株乳酸菌のゲノム DNAおよびゲノム DNA由
来 ODN 
 
第1節	 D2905株のゲノム DNAの Caco-2細胞からの elafin分泌促進作用の検
討・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・9 




第２章	D2905 株が産生する EPS の Caco-2 細胞からの elafin 分泌促進
作用の検討 
 
第1節	 D2905株が産生する EPSの抽出・精製・・・・・・・・・・・・・29 
第2節	 D2905株が産生する EPSの Caco-2細胞からの elafin分泌促進作用の
検討・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・32 





























IBD : inflammatory bowel disease (炎症性腸疾患) 
IL-8 : interleukin-8 (インターロイキン-8) 
IL-10 : interleukin-10 (インターロイキン-10) 
TGF-β : Transforming growth factor	(トランスフォーミング増殖因子β)	
TLR9 : toll-like receptor 9 (toll 様受容体) 
ODN : oligodeoxynucleotide (オリゴ DNA) 
DSS : dextran sodium sulfate (デキストラン硫酸) 
EPS : exopolysaccharide (菌体外多糖類) 
NPS : neutral exopolysaccharide (中性多糖類) 
APS : acidic exopolysaccharide (酸性多糖類) 
NK : natural killer (ナチュナルキラー細胞) 
IFN-γ: interfereon-γ (インターフェロンフェロンγ) 
Glc : glucose (D-グルコース) 
Gal : galactose (D-ガラクトース) 
Man : mannose (D-マンノース) 
Ara : arabinose (D-アラビノース) 
Rib : ribose (D-リボース) 
Xyl : xylose (D-キシロース) 
Rha : rhamnose (D-ラムノース) 
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Fuc : Fucose (D-フコース) 
ManNAc : N-acetylmannosamine (N-アセチル-D-マンノサミン) 
GlcNAc : N-acetylgulcosamine (N-アセチル-D-グルコサミン) 







































告は数多くあり、例えば、Lactobacillus casei株のゲノム DNAは TLR9を介し










内では elafinの分泌が減少しているとの報告もあり【14】、この elafinの分泌が 
IBDの治療に応用できる可能性がある。これまでに乳酸菌を利用した elafinと
IBD に関する研究も行われており、例えば、遺伝子組換えにより乳酸菌自身が 

















理活性作用に着目した研究が行われている。Lactobacillus delbrueckii subsp. 
buigaricus OLL1073R-1株は中性多糖（neutral EPS; NPS）と酸性多糖（acidic 
EPS; APS）を分泌し、そのうち APS のみがマウスの秘蔵細胞およびパイエル
板細胞の分裂促進作用を示すことが明らかになっている【26】。さらに L. 
delbrueckii subsp. buigaricus OLL1073R-1株 APSは高分子量分画と低分子量
分画が存在し、そのうち高分子量分画の APSはリン酸化多糖であり、インター
フェロン-γ（IFN-γ）の産生を促進し、ナチュラルキラー（NK）細胞を活性
化し【27, 28】、抗インフルエンザウイルス作用があること【29】、さらに L. 
delbrueckii ssp. buigaricus OLL1073R-1株で発酵したヨーグルトの摂取が高
齢者における風邪症候群の罹患リスクを低下するといった報告がある【27】。ま




	 そこで本研究では D2905 株のヒト大腸癌由来細胞である Caco-2 細胞からの
抗炎症作用を示す elafinの分泌の促進作用を検討した。第１章では、Caco-2細
胞からの elafin の分泌を促進させる D2905 株のゲノム DNA、 およびそのゲ
ノム DNA に存在するオリゴデオキシヌクレオチド（ODN）の特定を、第２章
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第１章	 Caco-2細胞からの elafin分泌誘導を促進させる Lactobacillus 
plantarum D2905 株乳酸菌のゲノム DNA およびゲノム DNA
由来 ODN  
 




の効果があるとされている【2】。そこで D2905 株の生菌体と死菌体の Caco-2
細胞からの elafin分泌促進作用を検討した。 
 
1-1. D2905 株の生菌体と死菌体の Caco-2 細胞からの elafin 分泌促進作用の
検討 
 
	 D2905 株の生菌体、および死菌体に Caco-2 細胞からの elafin 分泌促進作用
があるか確認するため、1, 2, 5×109CFU/mLの D2905株の生菌体と死菌体を 
24-well plateに Caco-2細胞（2.0×105 cells /well）に曝露し、48時間後の培養
上清中の elafinの分泌量を比較した。その結果、生菌体および、1×109CFU/mL 
の死菌体は elafin の分泌促進作用を示さなかったが、2×109CFU/mL、5×109 
CFU/mL の死菌体では elafin の分泌が有意に促進され、D2905 株の死菌体の 




図 1. D2905 株死菌体の Caco-2 細胞からの elafin 分泌促進作用 
	 D2905 株の死菌体の濃度を変えて Caco-2 細胞に曝露し、48 時間後の培養
上清中の elafin 分泌量を測定した。 
 
さらに D2905 株の死菌体 5×109 CFU/mL を Caco-2 細胞に曝露して、 12, 
24, 48 時間後の培養上清中の elafin の分泌量を測定したところ、D2905 株の
生菌体は時間経過とともに Caco-2 細胞からの elafin の分泌に有意な促進は





図 2. D2905 株の生菌体、および死菌体の Caco-2 細胞からの elafin 分泌促進
作用 




1-2. D2905株のゲノムDNAのCaco-2細胞からの elafin分泌促進作用の検討 
 
	 D2905 株の生菌体では Caco-2 細胞からの elafin 分泌促進作用は確認できな
かったが、死菌体では Caco-2細胞からの elafin分泌促進作用が確認された。こ
の１つの要因として、死菌体作製時の熱処理の過程で菌体内のゲノム DNA が
細胞外に漏出し、そのゲノム DNA の作用のため、elafin の分泌が促進された
のではないかと予想した。そこでD2905株の死菌体 5×109 CFUをDNase I で
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処理して DNAを分解させ、Caco-2細胞に曝露して elafin分泌促進作用の検討
を行った。その結果、DNase I で DNA を分解処理した D2905 株の死菌体の 
Caco-2細胞からの elafin分泌量は DNase IによるDNA分解処理をしていない 
D2905 株死菌体 Caco-2 細胞からの elafin の分泌量と比較して約半分近く低下
した (図 3)。 
 








	 次に D2905株からゲノム DNAを抽出し、3.5, 7, 17µg/mLの濃度に調製した
ゲノム DNAをCaco-2細胞にトランスフェクションし、 48時間後のCaco-2 細
胞からの elafin分泌促進作用を検討した。その結果、DNAをトランスフェクシ
ョンしなかった Caco-2細胞からの elafin分泌量と比較して、7および 17 µg/mL
のゲノムDNAをトランスフェクションしたCaco-2細胞からの elafinの分泌量は




図 4. Caco-2細胞からの elafin分泌促進作用に及ぼす D2905株ゲノム DNA濃
度の影響 




	 さらに、 D2905株のゲノム DNAの Caco-2細胞からの elafin分泌促進作用
と曝露時間の関係を検討するため、17µg/mの濃度のゲノム DNA 5µLを Caco-2 
細胞にトランスフェクションし、12、24、48時間後の Caco-2細胞から分泌され
る elafin 量を測定した。その結果、17 µg/mLのゲノム DNA を Caco-2細胞に
トランスフェクション後、12 時間後の elafin 分泌量は有意差が認められなかっ
たが、12時間、48時間と時間経過とともに Caco-2細胞から elafinの分泌量が有




図 5. D2905株のゲノム DNAの elafin 分泌促進作用に及ぼす曝露時間の影響 
	 17 µg/mL濃度の D2905株のゲノム DNAを 5µLを Caco-2細胞にトランスフ




1-3. D2905 株のゲノムDNAのCaco-2細胞からの elafin分泌促進作用とToll 
様受容体 (TLR) 9の関係 
	  
	 D2905株のゲノム DNAが容量依存的および、時間依存的に Caco-2細胞から
の elafin 分泌促進作用を示すことがわかった。乳酸菌由来成分を認識するパタ
ーン認識受容体に Toll様受容体 (TLR) がある。TLR のサブタイプの１つであ
る TLR9 は細菌のゲノム DNA を認識する受容体であり、これまでにも乳酸菌
のゲノム DNAを TLR9が認識し抗炎症作用を示したという報告もある【9, 10, 
39】。そのため、D2905株のゲノム DNAの Caco-2細胞からの elafin分泌促進
作用も TLR9 で認識されたのではないかと予想した。そこで、RNAi 法を用い
てTLR9の発現を抑制したCaco-2細胞からのD2905株の死菌体とゲノムDNA 
の elafin 分泌に与える影響を検討した。まず、Caco-2 細胞の TLR9 の siRNA
を用いた発現の抑制に関して、ウエスタンブロット法で確認した。その結果、
死菌体あるいはゲノム DNA の曝露に関わらず、siRNA を処置していない細胞
および scramble TLR9-siRNAをトランスフェクションした細胞では、TLR9の
発現が確認できた。一方、TLR９-siRNAをトランスフェクションした細胞では、
いずれの場合も TLR９の発現を確認できなかった (図 6-1)。 
	 次に、D2905 株の死菌体、およびゲノム DNA の TLR9 が発現していない 
Caco-2細胞と TLR9が発現している Caco-2細胞からのそれぞれの elafinの分
泌量の比較を行った。D2905株の死菌体 5×109 CFU/mLを TLR9が発現して
いる Caco-2細胞 (siRNA non-transfected、scramble TLR9-siRNA) に曝露し
た場合の elafin 分泌量と比較して TLR9 の発現を抑制した Caco-2 細胞 
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(TLR9-siRNA)に曝露した場合の elafin の分泌量は有意に減少した。一方、17 
µg/m の濃度のゲノム DNA を TLR9 が発現している Caco-2 細胞 (siRNA 
non-transfected、scramble TLR9-siRNA) にトランスフェクションした場合の 
elafin分泌量と比較して、TLR9の発現を抑制した Caco-2細胞 (TLR9-siRNA) 
にトランスフェクションした場合の elafin の分泌量は有意に減少した (図 6-2)。 
 
 
図 6-1. siRNAによる Caco-2細胞内の TLR9の発現抑制 
	 Caco-2 細胞にTLR９-siRNAあるいは scramble TLR9-siRNA をトランスフ






図 6-2. Caco-2細胞におけるD2905株死菌体およびゲノムDNAの elafin 分泌
促進作用におよぼす TLR9発現抑制の影響 
	 Caco-2細胞に TLR９-siRNAあるいは scramble TLR9-siRNAをトランスフ










第2節	 Caco-2細胞からの elafin分泌促進作用を持つD2905株のゲノムDNA 
に含まれる ODNの特定 
 
	 前節までの結果で、 D2905株のゲノム DNAは Caco-2細胞からの TLR9を
介した elafin 分泌促進作用を有することが示された。D2905 株のゲノム DNA 
は 3Mbp以上の環状 DNAであり、このゲノム DNA中に elafinの分泌を促進す
る塩基配列が存在するのではないかと予想した。そこで本節では D2905株のゲ
ノム DNAに含まれる elafin分泌を促進する DNAの塩基配列を決定し、オリゴ
デオキシヌクレオチド (ODN) の特定を試みた。 
 
 
2-1.  Caco-2細胞からの elafin分泌促進作用を示す D2905株ゲノム中の DNA
の塩基配列の決定 
 
	 D2905株のゲノム DNA中において、Caco-2細胞からの elafin分泌促進作用
に関与する DNAの塩基配列の特定を行った。まず D2905株のゲノム DNAの
ライブラリーを作製した。D2905 株のゲノム DNA を制限酵素 Sau3AI で切断
し、アガロースゲル電気泳動を用いて、100〜1,000bpの DNA断片を抽出した。
これらの断片を pUC19の BamHIサイトに挿入し、大腸菌 DH-5αに形質転換













図 7-2. 選出した 100個の D2905株のゲノム DNAライブラリー 
	 縦軸：DNA断片長さ (bp)、 横軸：DNAクローン、M: 100bp マーカー。選
出した DNAクローンをそれぞれ No.1-100 とした。 
 
	 次に、構築した 100個のゲノム DNAライブラリーを 10µg/mLの濃度に調整
し、5µLを Caco-2細胞にトランスフェクションし、48時間後の elafin量を測
定した。その内、9個 (No.2, 49, 59, 67, 78, 79, 84, 97) のゲノム DNAライブ
ラリーDNA をトランスフェクションした場合に、Caco-2 細胞から elafin の分
泌が、何もトランスフェクションしない場合 （None） やベクター （pUC19）





図 8. D2905株ゲノムライブラリーDNAの Caco-2細胞からの elafin分泌にお
よぼす影響	  
	 D2905 株ゲノムライブラリーの DNA サンプル（50ng）を Caco-2 細胞にト
ランスフェクションし、elafin分泌量を比較した。 
 
	 次にCaco-2細胞からの elafin分泌促進作用が確認された 9種類のゲノムライ
ブラリー中のD2905株由来挿入DNA断片の塩基配列をサンガー法で決定した。
シークエンスプライマーとして、ライブラリー構築に用いた pUC19プラスミド
上 に 存 在 す る 共 通 配 列 に ア ニ ー リ ン グ す る よ う に 、 pUC19-Fw 
(5’-GCCAAGCTTGCATGCCTGCAG-3’) お よ び pUC19-Rv 
(5’-GAATTCGAGCTCGGTACCCG-3’) を使用した。その結果、Caco-2 細胞か
らの elafin分泌作用を示したD2905株由来挿入DNA断片の塩基配列を表 1 に
示す。決定した DNA 塩基配列は 「Lactobacillus plantarum D2905 DNA, 
induces elafin secretion DNA fragment digested by Sau3AI (Lactobacillus 
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plantarum D2905株 DNAを Sau3AIで切断することで得られ elafinの分泌誘
導を促進させる DNA断片)」として DNA Data Bank of Japan (DDBJ) に登録
し、Accession No.を得た。 
表 1.  Caco-2細胞から elafinの分泌を促進させる DNA断片の塩基配列 













































































	 表 1で決定した 9種類の塩基配列から 7-8 塩基の長さで共通して存在する配
列を遺伝子配列解析ソフトウェアである GENETYX ver. 20を用いて探索し、
D2905株の Caco-2細胞から elafinの分泌を促進する ODN候補とした。その結
果、10種類の共通塩基配列 Sense鎖 (F) と、それに対応する Anti-sense鎖 (R) 
合わせて 20個の ODN候補 (1~10F,R) を特定した (表 2)。 
 
表 2. 	 elafin の分泌を促進させる ODN候補の塩基配列 
ODN Sequence (5’→ 3’) ODN Sequence (5’→ 3’) Plasmid 
1F GAAGGTAA 1R TTACCTTC No.67, 79, 87 
2F GGTTGCG 2R CGCAACC No.84, 87, 97 
3F ATTTGCT 3R AGCAAAT No.2, 67 
4F TATAAAT 4R ATTTATA No.2, 67, 
5F TATTTGTT 5R AACAAATA No.2, 67 
6F ATTGGTTG 6R CAACCAAT No.2, 97 
7F GTTGCGC 7R GCGCAAC No.2, 97 
8F CTTCTTGT 8R ACAAGAAG No. 67,97 
9F GAAACGG 9R CCGTTTC No.67, 97 
10F AATTGTT 10R AACAATT No.67, 97 
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	 次に、この 20種類の ODN候補 (表 2) を 30µMの濃度で Caco-2細胞にトラ
ンスフェクションし、48 時間後の elafin 分泌量を測定した。その結果 20 種類
の ODN 候補のうち 1F (5’-GAAGGTAA-3’)、 3F (5’-ATTTGCT-3’)、 3R 
(5’-AGCAAAT-3’) の 3種類の ODNが Caco-2細胞からの elafinの分泌を有意




図 9. D2905株ゲノム DNA由来 ODNの Caco-2細胞からの elafin分泌におよ
ぼす影響 








	 本章ではまず D2905株の生菌体と死菌体の Caco-2細胞からの elafin分泌促
進作用の比較検討を行ったところ、D2905株の死菌体で elafinの分泌が促進さ
れた。この要因の１つとして、 D2905株の死菌体作製過程における熱処理によ
ってゲノム DNAが細胞外に漏出し、これが Caco-2細胞からの elafinの分泌を
促進させたのではないかと推察された。そこで、DNase Iで DNA分解処理をし
た D2905株死菌体の Caco-2細胞からの elafinの分泌促進作用を検討したとこ
ろ、DNase Iによる DNA分解処理を行わなかった D2905株の死菌体と比較し
て elafin の分泌が有意に抑制された。一方で、DNaseI 処理を行った場合も、
死菌体を加えない場合と比較すると有意に elafin の分泌が認められたため、ゲ
ノム DNA以外にも elafin分泌促進作用を持つ成分が存在する可能性もある。 
	 さらに D2905株のゲノム DNAについて Caco-2細胞からの elafin分泌促進
作用を検討した結果、elafinの分泌を濃度および時間依存的に有意に促進した。
細菌由来成分を認識する受容体には、パターン認識受容体の１つである TLRが
ある。このうち TLR9 は細菌のゲノム DNA を認識する受容体であり、エンド
ソームに局在していることがわかっている【32-35】。そのためゲノム DNA が 
TLR9に認識されるためには細胞内にゲノム DNAが移行する必要がある。本研
究でも、D2905株のゲノム DNAを Caco-2細胞にトランスフェクションを行う
ことで Caco-2細胞からの elafin分泌促進作用が認められた。さらに TLR9の発
現を抑制した Caco-2 細胞に D2905 株のゲノム DNA をトランスフェクション
したところ elafinの分泌促進は認められなかった。この結果から、D2905株の
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ゲノムDNAを Caco-2細胞の TLR9が認識して elafin分泌促進作用を示してい
る可能性が示された。しかし、D2905株の死菌体でも Caco-2細胞からの elafin 
分泌促進作用を示しているため、D2905株のゲノム DNAの Caco-2細胞からの 
elafin 分泌促進作用が TLR9 の認識だけでは説明できないが、本研究では解明
できていない。 
	 次に、D2905株のゲノム DNA中に Caco-2細胞からの elafin分泌促進させる
塩基配列が存在すると予想し、elafin分泌促進作用を持つ塩基配列の探索を行っ
たところ、9種類の異なる塩基配列を見いだした。さらに 9種類の塩基配列を遺
伝子配列解析ソフトウェアである GENETYX ver. 20を用いて探索し、共通し
て存在する 20個の 7-8塩基の長さの塩基配列が Caco-2細胞から elafinの分泌
を促進する ODN 候補となった。これら 20 種類の ODN を合成して Caco-2 細
胞からの elafin 分泌促進作用を検討したところ、3 種類の ODN、1F (5’- 








	 乳酸菌のゲノム DNAは乳酸菌の抗炎症作用を示す成分の１つであり、ゲノム 
DNA の抗炎症作用は主に TLR-9 を介して作用を示すことがわかっており、
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ODNも TLR9が認識することが報告されている【9, 10, 39】。そのため、今回
特定したODNもCaco-2細胞の TLR9を介して elafinの分泌促進作用を示して
いると考えられる。 
	 5’-TTAGGG-3’や 5’-TCAAGCTTGA-3’などの乳酸菌のゲノム DNA に存在す
るODNが抗炎症作用を示す報告はいくつかある【39】。また、Lactobacillus casei 
のゲノム DNA由来の ODN 5’-TTTTGCCG-3’は Caco-2細胞から炎症生サイト
カインである IL-8 の分泌を抑制している【10】。本章で特定した elafin の分泌
を促進する 3種類のODN (1F, 3F, 3R) の塩基配列は上述のODNとは異なって
いた。また、L. casei株由来の ODN 5’-TTTTGCCG-3’ をデキストラン硫酸ナ
トリウム (DSS) 誘発性大腸炎モデルマウスに経口投与した結果、その症状を改
善したという報告がある【10】。そのため、本章で特定した elafinの分泌を促進
した ODN 1F, 3F, 3R も生体内で同様に elafinの分泌を促進すると思われる。











第２章	 D2905 株が産生する EPS の Caco-2 細胞からの elafin の分泌
促進作用 
 
第1節	 D2905株が産生する EPSの抽出・精製 
 
	 第１章では D2905 株の成分のうち、ゲノム DNA が Caco-2 細胞から elafin
の分泌促進作用を持つことがわかった。しかし、DNase Iで DNAの分解処理を
行った D2905株の死菌体では、 Caco-2細胞からの elafinの分泌は完全には抑
制できていなかった (図 3)。この結果から、D2905株にはゲノム DNA以外に
も Caco-2細胞からの elafinの分泌促進作用を持つ D2905株由来成分が存在す
ることが示唆された。そこで D2905 株の特徴的な性状の１つである、 EPS に
ついて着目した。D2905株が産生する EPSの生理作用は、これまでほとんど解
明されていない。本章では D2905 株が産生する EPS の Caco-2 細胞からの 
elafin分泌に対する影響について検討を行った。 
 









乾燥を行った。得られた試料を D2905株が産生する EPSサンプルとした【26, 
27】。その結果、培養菌体 1kgから約 155mgの EPSを得た。 
 
1-2. D2905株が産生する EPSの陰イオン交換クロマトグラフィー 
 
	 得られた EPSを 20mM Tris-HCl (pH8.6) に溶解して、HiTrap DEAE FF カ
ラムを用いて陰イオン交換クロマトグラフィーを行った。カラムを通過した画
分を中性多糖画分（NPS）、カラムに吸着した画分を酸性多糖画分（APS）とし
て、カラムに吸着した APSは 0.05 - 0.4M の NaClを用いてステップワイズ法
にて回収した【40】。糖の検出はフェノール・硫酸法【41】を用いて行った。そ






図 10. D2905株が産生する EPSの陰イオン交換クロマトグラフィー 
NPS：カラムを通過した画分 (Fraction No. 10-25)、 
APS-1：カラムに吸着し、0.05M NaCl で溶出した画分 (Fraction No. 28-37) 、
APS-2：カラムに吸着し、0.1M NaCl で溶出した画分 (Fraction No.52-64) 、 
APS-3：カラムに吸着し、0.2M NaCl で溶出した画分 (Fraction No. 77-88)。









第2節	 D2905株が産生する EPSの Caco-2細胞からの elafin分泌誘導の促進
作用の検討 
 
2-1. D2905株が産生する EPSの Caco-2細胞の生存への影響 
 
	 D2905株が産生する EPSの Caco-2細胞からの elafin分泌促進作用の検討を
行うため、まず EPS の Caco-2 細胞の生存に与える影響を検討した。EPS を
20-1,000µg/mL の濃度に調製し、Caco-2 細胞に曝露して、24 時間後、48 時間
後、72 時間後の Caco-2 細胞の生存率を測定した。その結果、全ての濃度及び
時間でも Caco-2細胞の生存に影響を与えないことがわかった (図 11)。 
 
図 11. D2905株が産生する EPSの Caco-2細胞の生存への影響 




2-2. D2905株が産生する EPSの Caco-2細胞からの elafin分泌促進作用の検討 
 
	 12-wellの plate中で、EPSを 50µg/mL、100µg/mL、200µg/mLの濃度で Caco-2 
細胞（4.0×105 cells/well）に曝露して、48時間後の elafin分泌量を測定した。そ
の結果、EPSを曝露しなかった場合（0 µg/mL）の Caco-2細胞からの elafin分
泌量に対して、50µg/mL濃度の EPSを曝露した場合の elafinの分泌量に有意差
は認められなかった。一方で、100µg/mL、200µg/mL の濃度の EPS を曝露した
場合、elafin分泌量はそれぞれ有意に促進された (図 12)。 
 
 
図 12. D2905株が産生するEPSのCaco-2細胞からの elafin分泌促進作用の検
討 
	 D2905株が産生する EPSを 50µg/mL、100µg/mL、200µg/mLの濃度で Caco-2 
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細胞（4.0×109 cells/well）に曝露して、48時間後の elafin分泌量を測定した。 
 
2-3. D2905株が産生する EPS分画の elafin分泌促進作用 
 
	 D2905 株が産生する EPS には 100µg/mL 以上の濃度で Caco-2 細胞からの
elafin分泌促進作用があることがわかった。しかし、 D2905株が分泌する EPS
は第１節で示したように NPSと 3種類の APSが混合した多糖体であった。そ
のため、D2905 株の EPS の elafin 分泌促進作用の活性本体が、この 4 種類の
多糖体分画のどの成分であるかは不明である。そこでD2905株が産生する EPS 
の各多糖体画分それぞれの Caco-2 細胞 (4.0×105 cells/well) に対する elafin 分
泌促進作用を検討した。100µg/mL の NPS、APS-1、APS-2、APS-3 をそれぞ
れ Caco-2細胞に曝露して、48時間後の elafinの分泌量を測定したところ、EPS 
の各多糖体画分を曝露しなかった場合 (None) のCaco-2細胞からのelafinの分
泌量と比較して、NPS の Caco-2 細胞からの elafin 分泌が有意に促進された。
それに対し、APS-1、APS-2、APS-3は Caco-2細胞からの elafinの分泌の促進
は認められなかった。この結果から、EPSの各多糖体画分のうち、NPSのみに 
Caco-2 細胞からの elafin 分泌促進作用が認められた (図 13-1)。さらに、50 
µg/mL、100µg/mLの濃度の NPSを Caco-2細胞に曝露して、48時間後の elafin 
量を測定したところ、分画前のEPSでは有意差が認められなかった 50µg/mL の





図 13-1. D2905株の各多糖体画分の Caco-2細胞からの elafin分泌促進作用の
検討 








図 13-2. Caco-2細胞からの elafin分泌促進作用に及ぼす NPS濃度の影響 
	 D2905株が産生する NPSを 50µg/mL、100µg/mLの濃度で Caco-2細胞 （4.0











第3節	 D2905株が産生する NPSの糖組成解析 
	  
	 前節までに D2905 株が産生する EPS には濃度依存的に Caco-2 細胞からの 
elafin分泌促進作用が確認され、さらにその活性の本体が NPSであることがわ
かった。そこで Caco-2細胞からの elafin分泌促進作用を持つ NPSの糖組成の




表 3. D2905株が産生する NPSの構成糖比率 
EPS 
構成糖比率 (モル比) 
Glc Gal Man Ara Fuc GlcNAc GalNAc 
NPS 1.00 0.50 0.65 0.02 0.08 0.28 0.11 
Glc：D-グルコース、Gal：D-ガラクトース、Man : D-マンノース、Ara : D-ア










	 本章では D2905株が産生する EPSを抽出・精製し、EPSの Caco-2細胞から
の elafin分泌促進作用の検討を行った。まず、D2905株から EPSを抽出したと
ころ、D2905株の培養物 1kg から約 155mgの EPSを得ることができた。さら
に得られた D2905株の EPSを陰イオン交換クロマトグラフィーで分離したと
ころ、D2905株が産生する EPSは１種類の NPSと 3 種類の APS で構成され
ていることがわかった。 
 これまでにも  様々な乳酸菌から EPS が抽出されており【24, 25】、L. 
delbrueckii subsp. buigaricus OLL1073R-1 株が産生する EPS は 1 種類の 
NPS と 2種類の分子量の異なる APSで構成されている【26, 27】。他にも、L. 
plantarum No.14株の産生するEPSは 2種類のNPSと２種類のAPSで構成さ
れており【40】、また、L. plantarum SN35N株の産生する EPSは 2種類の APS 
のみで構成されているとの報告がある【42】。本章で抽出した D2905 株が産生
する EPSの構成と既知の乳酸菌が分泌する EPSの構成とは異なっていた。 
	 乳酸菌が産生する EPSの生理活性作用はこれまでにも報告がある。前述した 
L. delbrueckii subsp. buigaricus OLL1073R-1株が分泌するリン酸基を有する
高分子 APSは IFN-γの産生を促進し、NK細胞を活性化してウイルス感染の予
防を有する他【28-30】、Lactococcus lactis ssp. cremoris FC株の APSによる B 
細胞を活性化する作用が報告されている【31】。さらに細胞に対する免疫賦活作
用以外にも L. plantarum SN35N株の APSにはヒアルロニダーゼ活性阻害作
用があり、抗アレルギー作用を示す可能性があるといった報告がある【42】。本
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存的に Caco-2細胞からの elafinの分泌を有意に促進し、他の多糖体画分の 3種
類の APSには Caco-2細胞からの elafin分泌の促進が認められなかった。この
結果からD2905株が産生するEPSのCaco-2細胞からの elafin分泌促進作用の
活性本体が NPSであることが本研究で特定された。 
	 さらに D2905株が産生する NPSの糖組成の解析を行ったところ、その糖組
成は、Glc、Gal、Man、Ara、Fuc、GlcNAc、GalNAであった。これまでに報
告されている乳酸菌の NPS の構成糖は、L. delbrueckii subsp. buigaricus 
OLL1073R-1株の NPSで Glc、Gal、 Man、Xylであり【27】、同じ Lactobacillus 
plantarum である L. plantarum No.14株の NPSの構成糖は Glc、Gal、Man、
Rha、であり【40】 D2905株が産生する NPSと異なる糖組成であった。 
	 乳酸菌が産生する EPS で生理活性作用を示すのは APS がほとんどであり、
NPSで Caco-2細胞からの elafin分泌促進作用が認められたのはD2905株が産
生する EPSの特徴的な性質であると考えられる。また、 D2905株には 3種類
の APSが存在するが、elafin分泌促進作用は 3種類とも認められなかった。既
知の乳酸菌が産生する APS の生理活性作用の例から、D2905 株が産生する 




また、D2905株が産生する EPSおよび NPSの Caco-2細胞からの elafin分泌
促進作用の作用機序については本章では解明には至らなかった。 























	 本研究ではクルマエビの腸管から単離された乳酸菌 D2905 株のゲノム DNA 
および D2905 株が産生する EPS についての Caco-2 細胞からの elafin 分泌促
進作用の検討を行った。 
	 第 1 章では、Caco-2 細胞から elafin の分泌を促進させる Lactobacillus 
plantarum D2905株乳酸菌のゲノム DNAおよびゲノム DNA由来 ODNの特
定を行い、その作用はパターン認識受容体の１つである TLR9 を介して elafin 
分泌促進作用を示すことを明らかにした。第 1章の結果から D2905株のゲノム 
DNAには TLR９を介した Caco-2細胞からの elafin分泌促進作用があり、この
ゲノムDNAに含まれる 3種類のODNが elafin分泌促進作用の活性の中心であ
ることが示唆された。 
第 2章では、D2905株が産生する EPSの Caco-2細胞からの elafinの分泌促
進作用の検討を行った。D2905株培養菌体 1kgから、約 155mgの EPSが得ら
れ、その EPSは 1種類の NPSと 3種類の APSから構成されていた。第 2章の
結果から D2905株が産生する EPSの内、NPSが Caco-2細胞からの elafin の
分泌を促進することがわかった。しかし、本研究では D2905株が産生する EPS 
および NPSによる Caco-2細胞からの elafin分泌促進作用のメカニズムの解明
までには至らなかった。D2905株が産生する EPS、特に NPSについて Caco-2 
細胞への作用の詳細な解明が必要である。 
	 elafinは腸管粘膜内で産生され、腸管内の炎症の防御に関与している抗炎症ペ
プチドの１つである。よって本研究で特定された D2905 株の ODN 1F (5’- 
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	 クルマエビの腸管由来の乳酸菌 L. plantarum D2905株を使用した。培養は 
MRS培地 (10g/L ポリペプトン、10g/L カツオ肉エキス、5g/L 酵母エキス、1 
g/L Tween 80、2g/L クエン酸水素二アンモニウム、5g/L 酢酸ナトリウム三水
和物、2g/Lリン酸二カリウム、0.1g/L 硫酸マグネシウム、0.05g/L 硫酸マンガ
ン、20g/L グルコース、pH6.5) 中、27℃で行った。 
 
1-2) 大腸菌 
	 Escherichia Coli K12株由来の DH5αを使用した。培養は LB培地でアンピ




	 72歳男性由来のヒト大腸癌由来細胞株である。培養はMEM培地 (Minimum 
Essential Medium, GIBCO) に10% FBS (Biowest)、0.1mM NEAA (GIBCO)、
100U/mL Penicillin、100µg/mL Streptomycin (GIBCO) を加えた培地を用い
て、37℃、5% CO2 で行った。 
 
3) D2905株の死菌体の作製と死菌体の DNase Iによる DNA分解処理 
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	 D2905株を一晩培養後、OD600 = 0.05となるよう培地で希釈し、8時間、27℃ 
で培養した。培養液を遠心 (7,000×g, 4℃, 15分)し、培養上清を除去し沈殿物
を PBSで 2回洗浄した。その後 65℃、10分間熱処理を行うことで死菌体を作
製した。 DNA分解処理には作製した D2905株の死菌体に 5µg/mLの DNase I 
(Roche) を加えて、37℃、16時間インキュベートすることで処理した。 
 
4) 培養上清中の elafin濃度の測定 
	 サンプルの曝露後の Caco-2細胞の培養液を遠心 (15,000×g, 4℃, 5分) 後、
上清を回収した。Caco-2 細胞の培養上清中の elafin の濃度は human 
Trappin-2/elafin ELISA kit (R&D systems) を使用した。 
 
5) D2905株からのゲノム DNA抽出 
	 一晩培養した D2905株を遠心 (7,000×g, 4℃, 15分) し、培養上清を除去し
沈殿物を PBS で 2 回洗浄した。ゲノム DNA の抽出は Gentra Puregene 
Yeast/Bact. Kit (QIAGENE) を用いて行った。 
 
6) D2905株のゲノム DNAの Caco-2細胞へのトランスフェクション  
	 5µLの D2905株ゲノム DNA溶液 (3.5, 7, 17µL/mL) に 1% FBSを添加した
MEM 培地 245µL を加えた。さらに siLentFect Lipid Reagent (Bio-Rad 
Laboratories) 1.25 µLを加えたMEM培地を 250µL添加して室温で 30分イン
キュベートした。作製したトランスフェクション 試薬Mixを 24-well plate上




7) RNAi法による Caco-2細胞の TLR9の発現抑制 
	 TLR9-siRNA、scramble TLR9-siRNAは株式会社ボナック社に合成を依頼し
た (下表)。100µM siRNAに 0.25µL MEM培地を 250µLを加えて 5分間インキ
ュベートした。この siRNA 溶液に  siLentFect Lipid Reagent (Bio-Rad 
Laboratories) 5µL とMEM培地を 250µL添加して室温で 30分間インキュベ
ートした。作製したトランスフェクション 試薬Mixを 24-well plateで培養し












	 10-18%のアクリルアミドゲルを用いた SDS-PAGE により分離した。ゲル上
のタンパク質は Hybound-P OVDF膜 (GE Healthcare) に転写した。PVDF膜
をブロッキング溶液 (5% スキムミルク、TBS) 中 1時間インキュベートしてブ
 46 
ロッキングを行い、ブロッキング溶液で希釈した一次抗体中で 4℃、一晩インキ
ュベートした。TBS-T (0.05% Tween-20, TBS) で洗浄後、ブロッキング溶液で
希釈した二次抗体 (AP labeled anti-rabbitk IgG, Cell Signaling Technology) 
中、室温で 1 時間インキュベートした。 TBS-Tで洗浄後、CDP-Star Reagent 
を 用 い て 化 学 発 光 を 検 出 し た 。 ま た 、 ImageJ ソ フ ト ウ ェ ア 
( http://rsb.info.nih.gov/ij/ ) を使用し、発現量の数値化を行った。 
 
9) D2905株のゲノム DNAライブラリーの作製 
	 D2905株のゲノム DNA (1mg/mL) に Sau3AI (TaKaRa Bio) を加えて、37℃、
一晩インキュベートし、DNA の切断を行った。2%アガロースゲル電気泳動に
より DNA を分離し、100-1,000bp の断片部分のゲルを切り取った。その後、
MonoFas DNA purifyication Kit (GL Sciences) を用いてゲルからDNA断片を
抽出した。次に pUC19を BamHI (TaKaRa Bio) により制限酵素処理を行い、
CIAP (TaKaRa Bio) を用いて脱リン酸化を行った。そして ligation kit 
(TaKaRa Bio) を用いて、D2905株の DNA断片を pUC19の BamHIサイトに
挿入した。このプラスミドを DH-5αに形質転換し、下表のプライマー、および 








	 アンピシリン含有 LB 培地で形質転換体を一晩培養した。プラスミドは、
Wizard Plus SV Minipreps DNA purification System (Promega) を用いて抽
出した。また、混入したエンドトキシンを除去するために MiraCLEAN 
Endotoxin Removal Kit (TaKaRa Bio) を用いてプラスミドを精製した。 
 
11) D2905株の EPSの抽出 
	 D2905株はMRS培地で 27℃、一晩培養後、OD600 = 0.05となるようMRS
培地で希釈し 27℃、24時間培養した。培養液に 10w/v%量のトリクロロ酢酸を
加え、16,000×g, 4℃, 30分間遠心し上清を回収した。菌体表層に付着した EPS 
も回収するため PBSで沈殿物を懸濁して再度 16,000×g, 4℃, 30分間遠心し上
清を回収した。この作業を２回繰り返し、回収した上清の 1.5-2 倍量の 99%冷
エタノールを加えてエタノール沈殿を行った。エタノール沈殿は 2 回行った。
回収した沈殿物を 50mM Tris-HCl (1 mM MgCl2、pH8.0 ) で溶解し、DNase 
(Sigma)、RNase (Sigma) を最終濃度が 7µg/mL となるように添加し、37℃、





燥後に得られた試料を D2905株が分泌する EPSとした。 
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12) NPS、APSの精製 
	 EPSを 20mM Tris-HCl (pH8.6) に溶解し、Hi-Trap DEAE-sepharose カラ
ムを用いて陰イオン交換クロマトグラフィーを行った。カラムを通過した画分





	 糖の検出にはフェノール・硫酸法を用いた。多糖体溶液 100µL に等量の 5%




14) WST-1試薬を用いた EPS曝露後の Caco-2細胞の生存率の測定 
	 12-well plate上でEPSを曝露したCaco-2細胞を培養後、培養上清を除去し、
wellを PBSで洗浄後、10%量の premix WST-1試薬を加えた MEM培地を添
加した。37℃、5% CO2 で 2時間インキュベート後、OD450 および OD630 の値
を測定した。Caco-2 細胞の生存率は OD450-OD600 (sample)/OD450-OD600 
(non-treated sample)×100 (%)で算出した。 
 
15) D2905株が産生する NPSの糖組成 
	 解析は医化学創薬株式会社に依頼した。凍結乾燥させたサンプルを 1mg/mL 
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に調製し、加水分解、蛍光ラベル化して単糖解析を行った。糖標準品は Glc, Gal, 
Man, Ara, Rib (D-リボース), Xyl (D-キシロース), Rha (D-ラムノース), Fuc, 
ManNAc (Nアセチルマンノサミン), GlcNAc, GalNAc の 11 種類を用いた。 
 
16) 統計処理 
	 データは平均値±標準誤差 (SEM) 表し、統計解析は Origin Pro 8.1 (OriginLab) 
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